B
iomarkers have been sought to improve the diagnosis of stroke and determine the cause of stroke. In acute settings distinguishing ischemic stroke from other neurological diseases can be challenging, particularly when symptoms are mild. Determining the cause of stroke can also be challenging and frequently remains unclear or even unknown based on current diagnostic investigations and classification features. Correct diagnosis of ischemic stroke and its causes is essential to optimally treat and prevent stroke. Just as neuroimaging, cardiac evaluation and arterial imaging are used in the diagnosis of stroke and determining its causes, molecular features in the form of proteins, RNA, metabolites, lipids, and other biomarkers may also have utility.
Biomarkers are currently used in stroke. In the American Heart Association/American Stroke Association stroke prevention guidelines, class Ia and IIb recommendations are made on the use of low-density lipoprotein-cholesterol and hemoglobin A1c (HgA1c). 1 Likewise, in the American College of Cardiology/ American Heart Association cardiovascular disease risk assessment guidelines, class IIa and IIb recommendations are made for HgA1c, C-reactive protein, lipoprotein-associated phospholipase A2, and urinary albumin excretion. 2, 3 Other biomarkers have been well studied in stroke including natriuretic peptides, glial fibrillary acidic protein, S100b, neuron-specific enolase, myelin basic protein, interleukin-6, matrix metalloproteinase (MMP)-9, D-dimer, and fibrinogen. 4, 5 Despite considerable effort, a troponin-like biomarker to aid in the diagnosis of stroke has remained elusive. The reasons for this may relate in part to the fact that stroke is a heterogeneous disease with variability in infarct size, location, and cause. The blood-brain barrier has also been suggested to impede release of markers specific to brain injury (eg, neuron-specific enolase, glial fibrillary acidic protein, S100b). In addition, many biomarkers associated with ischemic stroke are not disease specific and have been associated with other acute brain injuries including intracerebral hemorrhage, subarachnoid hemorrhage, and traumatic brain injury.
Given the heterogeneity in ischemic stroke, a single biomarker may not be able to sufficiently reflect the underlying complexity. This has kindled interest in the use of biomarker panels. A biomarker panel is a group of markers that reflect different pathophysiological processes of a disease. In stroke such markers might provide information about atherosclerosis, thrombus formation, inflammation, oxidative stress, endothelial injury, blood-brain barrier disruption, and cerebral ischemia. A common approach to improve classification is the use of multiple markers. For example, in the classification of fruit an orange can best be distinguished from other produce when multiple features are assessed such as shape, color, texture, and smell. Similarly in stroke, multiple markers combined in a biomarker panel may improve diagnostic sensitivity and specificity.
Biomarker panels may have several applications in stroke. They may be useful to differentiate ischemic stroke and transient ischemic attacks (TIAs) from hemorrhagic stroke and other stroke mimics. In such studies it will be important to determine whether the biomarker panel can add to neuroimaging diagnosis of stroke and potentially aid in the early diagnosis of brain ischemia. It should also be determined whether biomarker panels may be a significant diagnostic tool in settings where neuroimaging is not readily available or in patients where mild brain ischemic injury is not well visualized by MRI. Biomarker panels may also be useful to determine cause of stroke, particularly in patients where cause cannot be ascertained using current technology. Biomarker panels may also find applications to stratify risk of future stroke, provide prognostic information, or potentially identify patients most likely to benefit from stroke treatments such as reperfusion or hypothermia. In this summary, we discuss the different types of molecules that can be included in a biomarker panel, the methods to select which biomarkers to include in a panel, and the approaches to develop and assess prediction models developed from biomarker panels. Finally, we describe some of the initial studies of biomarker panels in ischemic stroke.
Molecules to Include in Biomarker Panels and Their Measurement
Ideally, a biomarker for stroke should be rapidly measured using a method that can be applied across a diverse range of clinical settings. It should be reproducible, reliable, and accurate. The assay should also be easy to interpret, cost effective, and importantly add to existing methods to diagnose ischemic stroke and determine etiology. These are demanding objectives to achieve. To date, >58 markers have been evaluated for the diagnosis of stroke, and several of these have been combined into biomarker panels 4, 6, 7 (Table 1) . Initial studies have also identified several biomarkers associated with cardioembolic, large vessel, and lacunar stroke (Table 2) . However, with >250 000 proteins, in addition to 20 000 coding genes and an ever enlarging number
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March 2015 Affymetrix U133A   40  ADM, APLP2, BST1, C1QR1,  CD14, CD163, CD36, CSPG2,  CYBB, DUSP1, ENTPD1, ETS2,  FCGR1A, FLJ22662, FOS,  IL13RA1, KIAA0146, LTA4H of noncoding genes, metabolites, and lipids, it is important to recognize that the molecular features of human stroke are still being determined and evaluated. Of the many molecules, those with optimal biomarker potential in stroke likely remain largely unknown. Efforts to define the molecular features of stroke are ongoing and support recommendations by the National Research Council of the US National Academy of Sciences to build a knowledge network and taxonomy of human disease.
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Continued advances in technology are improving the ability to evaluate stroke at a molecular level. Increasingly, largescale methods are being used to identify candidate molecules including screening of proteins, lipids, RNA, and metabolites. For proteins methods include ELISA, aptamer-based assays, mass spectrometry, and 2-dimensional gel electrophoresis. For RNA methods include reverse transcription polymerase chain reaction, microarray, sequencing, and nanostring technologies. Increasingly lipids and metabolites are also being assessed on a large-scale use mass spectrometry. These methods will identify novel markers and better define the biological pathways important to stroke and its causes. Although each marker on its own may not be unique to stroke or an individual cause of stroke, when several of these markers are assessed together in a panel, the ability to identify stroke or determine stroke cause may become possible.
Assays of proteins in plasma or serum have been a common approach to measure biomarkers in stroke and provide valuable insight in the development of stroke biomarkers. 4, 6, 7 Variability in biomarker measurement, particularly between sites, has been identified. For example, in a meta-analysis of interleukin-6 in stroke and another meta-analysis of brain natriuretic peptide (BNP) in ischemic stroke, >1000-fold difference in mean protein concentration was observed between sites. 40, 41 Reducing such variability will be essential to replicate promising biomarkers and biomarker panels in stroke. Recommendations have been made by the National Institutes of Health/National Institute of Allergy and Infectious Diseases-sponsored External Quality Assurance Program Oversight Laboratory to reduce variability in immune-based assays and improve the discovery of biomarkers. 42 These include rigorous standardized methods of sample collection, sample type, storage, processing, and measurement in addition to quality control protocols to assess each step.
Biomarker Selection
How to best select markers for a biomarker panel remains an active field of investigation. Although a comprehensive summary is beyond the scope of this article, it is important to recognize different approaches exist to build prediction models and are important to the success of a biomarker panel. 43, 44 One approach is to use all markers that are significantly different in stroke or cause of stroke and combine them to form a predictive model. However, 1 marker often provides similar predictive information compared with another marker despite both being significantly different between the compared groups. To identify markers that combine well together as predictors, a variety of feature selection methods are used. These include forward selection, backward selection, or combining markers into families, clusters or networks based on pattern of expression and biological information. 45, 46 The number of markers included in a biomarker panel can range widely. For example, a ratio of 2 markers (E6/E7 mRNA) is used in the Aptima assay for human papiloma virus in cervical cancer. 47 In contrast, prognostic biomarker panels used in breast cancer have as many as 97 markers (Mamaprint 70 markers, Oncotype 16 markers, Prosigna 50 markers, Endopredict 8 markers, MapQuant 97 markers, and Rotterdam signature 76 markers).
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Prediction Model Development
Once markers are selected, there are a variety of methods to assemble them into a prediction model. 49 Often mathematical methods are used to develop prediction models such as nearest centroid, k-nearest neighbor, discriminate analysis, support vector machines, partial least squares, logistic regression, or random forests. Other methods have also been used to combine multiple markers into predictive models. For example, in 
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the Aptima assay for human papiloma virus in cervical cancer, a ratio of one marker to the other is used. 47 Another strategy is to evaluate the change in markers over time such as the change in troponin >8 hours in myocardial ischemia. A multistage approach can also be used whereby a biomarker panel selects a group of patients to whom another biomarker panel can be applied. In patients with cryptogenic stroke, we applied a multistage approach to classify stroke pathogenesis. 38 Cryptogenic strokes with a small deep infarct were initially predicted to be either lacunar or nonlacunar stroke. Those predicted to be nonlacunar were then predicted to be either arterial or cardioembolic. Using this method 58% of cryptogenic strokes were predicted to be cardioembolic, 18% arterial, 12% lacunar, and 12% remained unclassified.
Prediction Model Evaluation
When a panel of markers is identified and assembled into a prediction model, its predictive ability needs to be assessed. In general, the predictive ability of a model will always be better in the cohort of subjects from which the markers were derived and the model developed. To avoid this bias, evaluation of a model in a second cohort of subjects is important to assess predictive ability. Initial studies often do not have a second cohort of subjects and methods such as cross-validation or bootstrapping are used to estimate a model's predictive performance. However, these methods use the original cohort from which the model was derived; therefore, bias in favor of the prediction markers remains. Once a biomarker panel is validated, the model needs to be locked down and evaluated in a larger cohort to determine the clinical use. Recommendations on biomarker panel development, validation, and evaluation have been published. 50, 51 Adherence to such recommendations is important to ensure the robust development and translation of biomarker panels in stroke.
Biomarker Panels in Ischemic Stroke
In ischemic stroke, several biomarker panels have been evaluated for the diagnosis of stroke and determining stroke pathogenesis (Table 1 ). In patients with ischemic stroke, we have described a 40 marker panel to distinguish cardioembolic from large vessel stroke, 19 and a separate 41 marker panel to distinguish lacunar from nonlacunar stroke. 20 These panels, derived from patients with known cause of stroke, have been used to predict the likely cause in patients with cryptogenic stroke. 38 Such panels offer the advantage of improved sensitivity and specificity. Biomarker panels have also been evaluated for the diagnosis of ischemic stroke. These include a panel of 5 proteins (MMP-9, B-type neutrotrophic growth factor, von Willebrand factor, monocyte chemotactic protein-1, and S100B), 13 a panel of 4 proteins (MMP-9, brain natriuretic factor, D-dimer, and S100B), 14 and a panel of 5 proteins (eotaxin, epidermal growth factor receptor, S100A12, metalloproteinase inhibitor-4, and prolactin). 17 The combination of multiple markers in a panel has consistently demonstrated improved sensitivity and specificity to identify acute ischemic stroke compared with individual markers. Although none have provided sufficient evidence to demonstrate clinical use, the results support the concept of combining multiple markers into a panel. These studies are summarized below and in Table 1 .
A panel of 5 protein markers (S100B, B-type neutrotrophic growth factor, von Willebrand factor, MMP-9, and monocyte chemotactic protein-1) was initially evaluated in 223 patients with acute stroke (82 ischemic, 103 hemorrhagic) compared with 214 healthy controls. It was able to distinguish stroke from controls with 92% sensitivity and 93% specificity. 13 Samples were acquired from plasma within 6 hours of stroke onset and evaluated by ELISA. More than 50 proteins were initially evaluated and reduced to the 5 markers. The final model of the 5 markers was developed using logistic regression and evaluated in the derivation cohort.
A subsequent study evaluated a panel of 4 markers (BNP, D-dimer, MMP-9, and S100B) in 585 patients with acute stroke (293 ischemic, 95 hemorrhagic, 197 TIA) compared with 361 stroke mimics. The panel was able to distinguish stroke from controls with 86% sensitivity and 37% specificity.
14 Samples were acquired from plasma within 24 hours of stroke onset and evaluated by ELISA. The model was developed using logistic regression and evaluated initially in the derivation cohort. A second cohort of 343 subjects (87 ischemic, 64 hemorrhagic, 40 TIA, and 152 stroke mimics) yielded similar discriminative characteristics. Of interest, the addition of 3 clinical variables (age, sex, atrial fibrillation) to the biomarker panel model did improve test performance slightly, although most diagnostic discrimination was achieved by the biomarkers.
In a study of 915 patients with acute stroke (776 ischemic, 139 hemorrhagic) and 90 stroke mimics, a panel of 6 markers (caspase-3, D-dimer, soluble receptor for advanced glycation end products, chimerin, secretagogin, and MMP-9) identified stroke with 98% sensitivity and 17% specificity. 12 Samples were acquired from plasma within 24 hours of stroke onset and evaluated by ELISA. The model was developed using logistic regression and evaluated in the derivation cohort. As the number of biomarkers included in the model increased, the ability to identify stroke was found to improve. Of interest, markers such as S100B, brain natriuretic peptide, and neurotrophin-3 were not significantly different between stroke and stroke mimics and did not add to the predictive models for stroke diagnosis.
In a study of 130 patients with acute stroke (57 ischemic, 32 hemorrhagic, and 41 TIA) and 37 stroke mimics, a panel of 5 markers (eotaxin, epidermal growth factor receptor, S100A12, metalloproteinase inhibitor-4, and prolactin) distinguished stroke from controls with 90% sensitivity and 84% specificity. 17 Samples were acquired from plasma within 24 hours of stroke onset and evaluated by immunoassay through Astute Medical Inc. Levels of 262 markers were initially evaluated and reduced to 5 markers by P value <0.2 filter followed by stepwise selection. The final logistic regression model based on the 5 markers was evaluated by bootstrap analysis of the derivation cohort. Of note, although previous biomarkers associated with stroke (MMP-9, D-dimer, and BNP) were identified on univariate analysis, they were not found to be the best predictors and were eliminated from the prediction model. This suggests that it is important to evaluate a broad range of molecules involved in the biology of stroke to identify the best predictors.
BNP and D-dimer have also been evaluated as a panel to determine cause of ischemic stroke. 18 In 707 ischemic strokes, a BNP >76 pg/mL identified cardioembolic stroke with 68% specificity and 72% sensitivity, and D-dimer >0.96 μg/mL identified cardioembolic stroke with 64% specificity and 56% sensitivity. When combined, BNP and D-dimer identified cardioembolic stroke with 87% sensitivity and 85% specificity. Samples were acquired from plasma within 24 hours of stroke onset and evaluated by ELISA. Logistic regression analysis was used and prediction model evaluated on the derivation cohort. When the model was combined with history of cardiomyopathy, atrial fibrillation, and baseline National Institutes of Health Stroke Scale the sensitivity was 66% and specificity 91.3%. Among patients with stroke initially classified as cryptogenic but later found to have a cardioembolic source, 70% had elevated levels of either D-dimer or BNP.
Conclusions
The need to improve the diagnosis of stroke and cause of stroke has motivated the search for biomarkers. Although several markers have shown promise, as yet none have sufficient evidence to support use in clinical practice. Ischemic stroke is a heterogeneous disorder and a single biomarker may not be able to reflect this complexity. A biomarker panel may be able to better reflect the diverse pathophysiology involved in stroke and thereby distinguish ischemic stroke from hemorrhage, predict which TIAs proceed to stroke, and predict causes of stroke. Initial studies of biomarker panels indicate improved diagnostic sensitivity and specificity can be achieved in stroke relative to individual markers. However, efforts are needed to better define the molecular biology of stroke including determination of the involved proteins, RNA, metabolites, and lipids. Omic-based approaches are proving useful to identify novel markers relevant to stroke biology and biomarker development. As these markers are identified, assembling them into biomarker panels offers promise to achieve the rigorous requirements of a diagnostic clinical stroke biomarker. 
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Было высказано предположение, что определение биомаркеров позволит улучшить диагностику инсульта и определить причину его развития. В остром перио-де дифференциальный диагноз между ишемическим инсультом (ИИ) и другими неврологическими забо-леваниями может вызывать затруднения, особенно при невыраженных симптомах. Определить причину развития инсульта также сложно, и зачастую меха-низм его развития остается неясным или неизвестным, даже при использовании современных диагностичес-ких исследований и классификационных признаков. Правильный диагноз ИИ и причины его развития имеют решающее значение для оптимизации его лече-ния и профилактики. В диагностике инсульта и опре-делении причин его развития, наряду с нейровизуали-зацией, исследованием состояния сердечно-сосудис-той системы и визуализацией артерий, также может быть полезно изучение молекулярных компонент в виде белков, РНК, метаболитов, липидов и других биомаркеров.
В настоящее время при инсульте определяют содержание тех или иных биомаркеров. В стандартах по профилактике инсульта Американской Ассоциации сердца/Американской ассоциации инсульта приве-дены рекомендации классов Ia и IIb по определению содержания холестерина липопротеидов низкой плот-ности и гемоглобина A1c (HgA1c) [1] . Кроме того, в стандартах по оценке риска развития сердечно-сосу-дистых заболеваний Американской коллегии кардио-логов/Американской Ассоциации Сердца приведены рекомендации классов IIa и IIb по определению содер-жания HgA1c, С-реактивного белка, липопротеин-ассоцированной фосфолипазы A2 и экскреции альбу-мина с мочой [2, 3] . Были хорошо изучены и другие биомаркеры инсульта, в т.ч. натрийуретические пеп-тиды, глиальный фибриллярный кислый белок, S100b, нейрон-специфическая энолаза, основной белок мие-лина, интерлейкин-6, матриксная металлопротеиназа (MMP-9), D-димер и фибриноген [4, 5] . Несмотря на приложенные значительные усилия, роль тропони-на в качестве биомаркера инсульта остается неизвес-тной. Это можно объяснить тем фактом, что инсульт является гетерогенным заболеванием с различными размерами очагов ишемии, их локализацией и при-чиной развития. Было также высказано предположе-ние, что гематоэнцефалический барьер препятствует высвобождению биомаркеров, специфичных для по-вреждения головного мозга (например, нейрон-специ-фическая энолаза, глиальный фибриллярный кислый белок, S100b). Кроме того, многие биомаркеры, ассо-циированные с ИИ, не являются специфическими, и связаны с другими острыми повреждениями голо-вного мозга, в т.ч. внутричерепным кровоизлиянием, субарахноидальным кровоизлиянием и черепно-моз-говой травмой.
С учетом гетерогенности ИИ один биомаркер, воз-можно, не может в достаточной степени отразить лежащую в основе развития инсульта патологию. Это стало причиной появления интереса к исполь-зованию панели биомаркеров. Панель биомаркеров представляет собой группу маркеров, отражающих раз-личные патофизиологические процессы заболевания. При инсульте такие маркеры могут предоставить информацию о выраженности атеросклероза, интен-сивности тромбообразования, воспалении, оксидан-ном стрессе, повреждении эндотелия, разрушении гематоэнцефалического барьера и ишемии головно-го мозга. Распространенным подходом к улучшению классификации является использование нескольких маркеров. Например, при сортировке фруктов оран-жевый цвет позволяет наилучшим образом проводить отличие от других фруктов, когда производят оценку по нескольким показателям, таким как форма, цвет, текстура и запах. Аналогичным образом, при инсульте несколько маркеров объединяют в панель биомарке-ров, что позволяет улучшить диагностическую чувс-твительность и специфичность.
Панели биомаркеров при инсульте можно использо-вать различными способами. Например, для проведе-ния дифференциального диагноза между ИИ, транзи-торной ишемической атакой (ТИА), геморрагическим инсультом и другими масками инсульта. В таких иссле-дованиях важно определить, позволяет ли панель био-маркеров добавить информацию к нейровизуализаци-онной диагностике инсульта и потенциально помочь в ранней диагностике ишемии головного мозга. Следует также определить, является ли панель био-маркеров надежным методом диагностики при отсут-ствии возможности проведения нейровизуализации или у пациентов с невыраженным ишемическим по-вреждением головного мозга, когда результаты маг-нитно-резонансной томографии (МРТ) сомнительны. Панели биомаркеров также могут быть полезны для определения причины развития инсульта, особенно в случае, когда при использовании современных тех-нологий ее выяснить не удается. Панели биомаркеров могут найти применение в стратификации риска раз-вития инсульта, обеспечении прогностической инфор-84 2(38)'2015 ДОСТИЖЕНИЯ НАУКИ: ИНФОРМАЦИЯ ДЛЯ КЛИНИЦИСТОВ мацией или потенциальном выявлении пациентов с вероятной эффективностью некоторых методов лече-ния инсульта, таких как реперфузия или гипотермия. В настоящем обзоре мы рассмотрели различные типы молекул, которые можно включить в панели биомар-керов, методы выбора биомаркеров для включения в панели и подходы к разработке и оценке моделей прогнозирования с использованием панелей биомар-керов. Наконец, мы описали некоторые первоначаль-ные исследования применения панелей биомаркеров при ИИ.
Молекулы, которые можно включить в панели биомаркеров, и методы их определения В идеале, определение содержания биомаркера при инсульте не должно быть трудоемким процессом с возможностью проведения исследования в любых клинических условиях. Метод его определения дол-жен быть воспроизводимым, надежным и точным. Интерпретация результатов анализа не должна вызы-вать затруднений, сам анализ должен быть экономи-чески эффективным и добавлять важную информацию для диагностики инсульта и определения его этио-логии. Это первоочередные цели. На сегодняшний день было изучено более 58 маркеров для диагно-стики инсульта, и некоторые из них объединили в панели биомаркеров [4, 6, 7] (таблица 1). В первичных исследованиях также выявили несколько биомарке-ров, ассоциированных с кардиоэмболическим, лаку-нарным и атеротромботическим вариантами инсультов (таблица 2). Тем не менее в связи с существованием >250 тыс. белков, в дополнение к 20 тыс. кодирую-щих генов и постоянно увеличивающимся числом определяемых некодирующих генов, метаболитов и липидов, важно признать, что молекулярные особен-ности инсульта у человека еще предстоит определить и изучить. Многие молекулы с оптимальным потен-циалом биомаркера инсульта, вероятно, остаются неи-зученными. Предпринимаются попытки определить молекулярные особенности инсульта и поддерживают-ся рекомендации Национального научно-исследова-тельского совета Национальной академии наук США в отношении улучшения знания и таксономии заболе-ваний у человека [39] .
Постоянное совершенствование технологий приве-ло к улучшению возможности изучения инсульта на молекулярном уровне. Увеличивается количество мето-дов, используемых для выявления молекул-кандидатов, в т.ч. скрининг белков, липидов, РНК и метаболитов. Для изучения белков используют иммуноферментный анализ (ИФА), анализы на основе определения аптаме-ров, масс-спектрометрию, и электрофорез в 2-фазном геле. РНК изучают с помощью полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией, микрочипов, секве-нирования и технологии наноструны. В связи с широким использованием масс-спектрометрии также проводят изучение большого количества липидов и метаболитов. Эти методы позволят выявить новые маркеры и лучше определить биологические пути развития инсульта и его причины. Каждый отдельный маркер не является спе-цифическим для инсульта или причины его развития, но при совместном изучении нескольких маркеров в пане-ли появится возможность диагностировать инсульт или определять его причину.
Анализ содержания белков в плазме или сыво-ротке крови был распространенным подходом для определения биомаркеров инсульта и обеспечил цен-ную информацию для создания панели биомаркеров инсульта [4, 6, 7] . Была выявлена вариабельность в методах оценки содержания биомаркеров, особенно между различными клиниками. Например, в мета-анализе содержания интерлейкина-6 при инсульте и другом мета-анализе содержания натрийуретическо-го пептида головного мозга (BNP) при ИИ отмети-ли >1000-кратное различие в средней концентрации белка между клиниками [40, 41] . Уменьшение такой вариабельности будет иметь большое значение для репликации перспективных биомаркеров и панелей биомаркеров при инсульте. Были опубликованы реко-мендации External Quality Assurance Program Oversight Laboratory при поддержке Национальных институтов здравоохранения/Национального института аллерги-ческих и инфекционных заболеваний в отношении уменьшения вариабельности в проведении иммунных анализов и улучшения выявления биомаркеров [42] . В них изложены строгие стандартизованные методы отбора проб, описаны типы проб, способы хранения, обработки и проведения анализов в дополнение к про-токолам по контролю за качеством для оценки каждого этапа.
Выбор биомаркеров
Активным направлением научно-исследователь-ской работы остается выбор соединений для панели биомаркеров. Хотя полный обзор выходит за рамки этой статьи, важно признать существование различных подходов для разработки моделей прогнозирования, которые имеют большое значение для успешности применения панелей биомаркеров [43, 44] . Один из подходов заключается в использовании всех маркеров, которые значительно отличаются при инсульте или при его различных вариантах, и объединении их для разработки модели прогнозирования. Тем не менее 1 маркер зачастую предоставляет прогностическую информацию, сравнимую с другим маркером, несмот-ря на значительное различие в их содержании в груп-пах сравнения. Для определения маркеров, хорошо сочетающихся вместе в качестве предикторов, исполь-зуют различные методы отбора. К ним относятся пря-мой отбор, обратный отбор, объединение маркеров в семейства, кластеры и сети с учетом характера экспрес-сии и биологических данных [45, 46] . Число биомаркеров, включенных в панели, может варьироваться в широких пределах. Например, соот-ношение 2 маркеров (Е6/Е7мРНК) используется в ана-лизе Aptima для выявления вируса папилломы чело-века при раке шейки матки [47] . В отличие от этого в прогностическую панель биомаркеров, используе-мую при раке молочной железы, входят целых 97 мар-керов (маркеры Mamaprint 70, маркеры Oncotype 16, HIST2H2AA, HOX1.11, F5, FPR1, LY96, MMP-9 , NPL, PYGL, RNASE2, S100A9, S100A12, S100P, SLC16A6 93%/95% [48] .
Разработка модели прогнозирования
После выбора маркеров, существует несколько мето-дов объединения их в модели прогнозирования [49] . Часто для разработки моделей прогнозирования используют математические методы, такие как метод ближайшего центроида, метод к-ближайших соседей, дискриминантный анализ, метод опорных векторов, частных наименьших квадратов или логистическую регрессию. Кроме того, используют и другие методы. Например, в анализе Aptima для выявления вируса папилломы человека при раке шейки матки, использу-ют соотношение содержания двух маркеров [47] . Другая стратегия заключатся в оценке изменения содержания маркеров в динамике, например, содержания тропо-нина через >8 часов при ишемии миокарда. Можно использовать многоступенчатый подход, при котором по группе биомаркеров отбирают группу пациентов, к которым можно применить другую панель биомарке-ров. У пациентов с криптогенным инсультом мы при-менили многоступенчатый подход для классификации инсульта по патогенезу [38] . Сначала криптогенные инсульты с небольшим глубоким инфарктом, соглас-но прогностической модели, классифицировали как лакунарные или нелакунарные инсульты. Те инсульты, которые по прогностической модели были нелакунар-ными, в дальнейшей прогностической модели были либо кардиоэмболическими, либо атеротромботичес-кими. При использовании этого метода 58% крипто-генных инсультов классифицировали по прогности-ческой модели как кардиоэмболические, 18% -как атеротромботические, 12% -как лакунарные, и 12% остались неклассифицированными.
Оценка модели прогнозирования
Когда панель маркеров определена и внедрена в модель прогнозирования, необходимо оценить ее про-гностическую значимость. В целом прогностическая способность модели всегда будет лучше в выборке субъ-ектов, у которых эти биомаркеры были выявлены и включены в модель прогнозирования. Во избежание такой систематической ошибки, важно оценить про-гностическую способность модели во второй группе пациентов. В первоначальных исследованиях часто нет второй группы субъектов, и для оценки прогностической ценности модели используют такие методы, как кросс-валидизация или бутстрепинг. Однако в этих методах используют первоначальную выборку, по данным которой была разработана модель; в связи с этим остает-ся риск предвзятости в пользу подтверждения про-гностической ценности маркеров. При валидации панели биомаркеров модель необходимо утвердить и оценить в более крупной выборке для определения клинической значимости. Рекомендации по разработке панели биомаркеров, валидации и оценке были опубли-кованы ранее [50, 51] . Соблюдение этих рекомендаций имеет решающее значение для надежной разработки и трансляции панелей биомаркеров при инсульте.
Панели биомаркеров при ишемическом инсульте
Была проведена оценка нескольких панелей биомар-керов для диагностики ИИ и определения его патоге-неза (таблица 1). У пациентов с ИИ существует панель маркеров-40 для дифференциального диагноза между кардиоэмболическим и атеротромботическими вариан-тами инсульта [19] , и отдельная панель маркеров-41 для дифференциальной диагностики лакунарного и нела-кунарного инсультов [20] . Эти панели, полученные при анализе биомаркеров у пациентов с известной причиной инсульта, использовали для прогнозирования вероятной причины развития инсульта у пациентов с криптоген-ным его вариантом [38] . Такие панели имеют преиму-щество в виде улучшенной чувствительности и специ-фичности. Также проводили оценку значимости пане-лей биомаркеров в диагностике ИИ. Это были панель из 5 протеинов (металлопротеиназа-9 -ММР-9, нейротрофический фактор роста В-типа, фак-тор Виллебранда, моноцитарный хемотаксичес-кий белок-1 и S100B) [13] , панель из 4 протеинов (MMP-9, BNP, D-димер и S100B) [14] 5 протеинов (эотаксин, рецептор эпидермально-го фактора роста, S100A12, ингибитор ММР-4 и пролактин) [17] . Сочетание нескольких маркеров в панели последовательно демонстрирует улучшен-ные чувствительность и специфичность в отношении диагностики острого ИИ по сравнению с отдельными маркерами. Несмотря на отсутствие достаточных дока-зательств для демонстрации клинической значимос-ти, результаты поддерживают концепцию объединения нескольких маркеров в панели. Результаты этих иссле-дований кратко описаны ниже и приведены в таблице 1. Провели первоначальное исследование с исполь-зованием панели из 5 белковых маркеров (S100B, нейротрофический фактор роста B-типа, фактор Виллебранда, ММР-9 и моноцитарный хемотакси-ческий белок-1) у 223 пациентов с острым инсуль-том (82 ишемических, 103 геморрагических инсультов) по сравнению 214 здоровыми лицами. Панель позволи-ла диагностировать инсульт с 92% чувствительностью и 93% специфичностью [13] . Образцы плазмы отбирали в течение 6 часов от момента появления симптомов инсульта и оценивали с помощью ИФА. Изначально изучили содержание более 50 белков, и свели их число к 5. Окончательная модель из 5 маркеров была разработана с использованием логистической регрессии и изучена в деривационной выборке.
В следующем исследовании оценивали панель из 4 маркеров (BNP, D-димер, ММР-9 и S100B) у 585 пациентов с острым инсультом (293 ИИ, 95 геморрагических инсультов, 197 ТИА) по сравнению с 361 пациентом с масками инсульта. Панель позво-лила отличить пациентов с инсультом от пациентов контрольной группы с 86% чувствительностью и 37% специфичностью [14] . Образцы плазмы отбирали в пер-вые 24 часа от момента появления симптомов инсульта и оценивали с помощью ИФА. Модель была разработана с использованием логистической регрессии и изучена первоначально в деривационной выборке. При про-ведении исследования во второй выборке, состоящей из 343 пациентов (87 с ИИ, 64 -с геморрагическим, 40 с ТИА и 152 маски инсульта) получали аналогичные дискриминационные характеристики. Интересно, что добавление 3 клинических переменных (возраст, пол, наличие фибрилляции предсердий) к модели панели биомаркеров привело к незначительному повышению производительности теста, но дискриминационные характеристики в основном были обусловлены биомар-керами.
В исследовании 915 пациентов с острым инсультом (776 ИИ, 139 геморрагических) и 90 пациентов с маска-ми инсульта, панель из 6 маркеров (каспаза-3, D-димер, растворимый рецептор к конечным продуктам глики-рования, химерин, секретагогин и ММП-9) позволяла выявить инсульт с 98% чувствительностью и 17% спе-цифичностью [12] . Образцы плазмы отбирали в первые 24 часа от момента появления симптомов инсульта и оценивали с помощью ИФА. Модель была разработана с использованием логистической регрессии и изуче-на в деривационной выборке. При увеличении числа включенных в модель маркеров улучшалась способность модели выявлять инсульт. Интересно, что содержание таких маркеров, как S100B, BNP и нейроторофина-3 незначительно отличалось между лицами с инсультом и масками инсульта, и их не добавили в прогностические модели для диагностики инсульта.
В исследовании 130 пациентов с острым инсультом (57 ИИ, 32 геморрагических и 41 ТИА) и 37 пациентов с масками инсульта, панель из 5 маркеров (эотаксин, рецептор эпидермального фактора роста, S100A12, инги-битор ММР-4, и пролактин) позволяла выявить инсульт с 90% чувствительностью и 84% специфичностью [17] . Образцы плазмы отбирали в первые 24 часа от момента появления симптомов инсульта и оценивали с помо-щью иммунологического анализа в Astute Medical Inc. Первоначально изучили содержание 262 маркеров, и свели их число до 5 (с различиями при значении р<0,2) для последующего пошагового отбора. Окончательную модель логистической регрессии на основе 5 маркеров оценили с помощью бустрэп-анализа данных дериваци-онной выборки. Следует отметить, что по результатам однофакторного анализа были определены ранее извест-ные биомаркеры, связанные с инсультом (ММР-9, D-димер и ИТЗ), но они не были надежными предик-торами, и их исключили из модели прогнозирования. Это говорит о том, что важно оценить широкий спектр молекул, участвующих в биологии инсульта с целью определения более надежных маркеров.
BNP и D-димер также изучали в панели для опреде-ления причины развития ИИ [18] . Среди 707 пациентов с ИИ содержание BNP>76 пг/мл позволило диагнос-тировать кардиоэмболический вариант инсульта с 68% специфичностью и 72% чувствительностью, а содержа-ния D-димера >0,96 мкг/мл -с 64% специфичностью и 56% чувствительность. В совокупности, определение содержания BNP и D-димера позволило диагностировать кардиоэмболический вариант инсульта с 87% чувстви-тельностью и 85% специфичностью. Образцы плазмы отбирали в первые 24 часа от момента появления симп-томов инсульта и их оценивали с помощью ИФА. Использовали логистический регрессионный анализ, и модель прогнозирования изучали в деривационной выборке. При введении в модель таких факторов, как наличие кардиомиопатии, фибрилляции предсердий и исходная оценка тяжести инсульта Национальных инс-титутов здравоохранения, чувствительность составила 66%, а специфичность 91,3%. Среди пациентов с инсуль-том, изначально классифицированным как криптоген-ный, но с выявленным в последствие источником карди-оэмболии, у 70% было повышено содержание D-димера или BNP.
■ ВЫВОДЫ
Необходимость улучшения диагностики инсульта и определения причин его развития побудила начать поиск биомаркеров. Некоторые маркеры считают перспективными, несмотря на отсутствие достаточ-ных доказательств в поддержку необходимости их использования в клинической практике. ИИ явля-ется гетерогенным заболеванием, и отдельные био-маркеры не в состоянии отразить всю сложность его патогенеза. Панели биомаркеров позволяют лучше показать разнообразие патофизиологического разви-тия инсульта, и, таким образом, провести дифферен-циальный диагноз между ИИ и кровоизлиянием, про-гнозировать развитие инсульта после ТИА, и опреде-лить причины развития инсульта. Первоначальные исследования свидетельствуют о том, что использова-ние панелей биомаркеров обладает большей диагнос-тической чувствительностью и специфичностью при инсульте, чем использование отдельных маркеров.
Тем не менее, необходимо продолжать исследования для определения молекулярной биологии инсуль-та, в т.ч. участвующих в его развитии белков, РНК, метаболитов и липидов. Omic-based подходы имеют доказанную эффективность в выявлении новых мар-керов, имеющих отношение к биологии инсульта и усовершенствовании биомаркеров. Объединение таких выявленных маркеров в панели является пер-спективным направлением для достижения строгих требований, предъявляемых к диагностическим кли-ническим биомаркерам при инсульте.
